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(57) Abstract: The invention 
relates to chemically modified 
genomic sequences of genes 
associated with the immune 
system, an oligonucleotide 
directed against said sequence 
and/or PNA oligomers for the 
detection of the methylation state 
of cytosine of genes associated 
with the immune system. The 
invention also relates to a method 
for detennining genetic and/or 
cpigcnetic parameters of genes 
associated with the immune 
system. 
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des Cytosin-M ethyl ierungszustandes von mit dem Immunsystem assoziierten Genen sowie ein Verfahren zur Ermittlung von 
^ genetischen und/oder epigenetischen Parametem von mit dem Immunsystem assoziierten Genen. 



wo 02/000928 A3 lilliiiilillliillliiiiilllin 



VerOfTentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

— mit dem Sequemprotokollteil der Beschreibung in elekiro- 
nischer Form getremt verdffentlicht; auf Antrag vom Inter- 
nationalen Biiro erhdltlich 

(88) Verdfteatlichungsdatum des iDternatioQalen 

Recherchenberichts: I.August 2002 



Zur Erkl&rung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen 
Abkurzungen wird auf die Erkldrmgen ("Guidance Notes on 
Codes and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe 
der PCT-Gazette verwiesen. 



IMKRNATIONAL SEARCH REPORT 



In^^^anal Application No 

PCT/EP Gl/07537 



A. CLASSinCATlOM OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 BO1J19/00 G01N33/483 



Accoiding to IntBmational Patent Classfficatlon (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification syvibok) 

IPC 7 C12Q B01J G01N 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included In the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practical, search temis used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Categoiy* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the retevant passages 



Relevant to daim No. 



ONNO M ET AL: "CpG methyl ati on patterns 
in the 5' part of nonclassical HLA-G gene 
in peripheral blood CD34+ cells and CD+ 
lymphocytes" 
TISSUE ANTIGENS, 

vol. 49, no. 4, April 1997 (1997-04), 
pages 356-364, XPO01038213 
page 358, left-hand column, paragraph 3 
-page 362, right-hand column, paragraph 1 



0 



Further documents are listed In the continuation of box C. 



Patent family members are fisted In annex. 



" Special categories of dted documents : 

'A' document defining the general state of the art which Is not 
considered to be of particular relevance 

"E' earfler document but published on or after the international 
filing date 

V document which may throw doubts on priorfty claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O' document referring to an oral disclosure, use, exhbttion or 
other means 

'P' document published prior to the international fiEng date but 
later than the priority date ctalmed 



T" taterdocumentpubRshed alter the intemattonal filing date 
or priority date and not in oonfiict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"OC document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an Inventive step when the document is taken alone 

T document of particular relevance; the claimed Invention 
cannot be considered to involve an Inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skiSed 
in the an 

*&* document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the tntemationa] search 

19 December 2001 


Date of maiFiRg of the International search report 

Os. 0^.02 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL-2280 HV RPiswipc 
Tel (+31-70) 340-2W0, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Ulbrecht, M 



FormPCT/lSA/2tO (second stteel) (Jb>y 1932) 



llttERNATIONAL SEARCH REPORT 



Int^^onal Application No 

PCT/EP 01/07537 



C.(ConttnuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category " Citation of document, with indication, wtiers appropnate. of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



ULBRECHT M ET AL: "The HLA-E gene encodes 
two differentially regulated transcripts 
and acell surface protein." 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 
vol. 149, no. 9, 

1 November 1992 (1992-11-01), pages 
2945-2953, XP002185558 
page 2947, left-hand column -right-hand 
column, paragraph 1 
figures 2,4 

DATABASE GENBANK [Online] 

NCBI3 June 1999 (1999-05-03) 

MUZNY D ET AL: "Homo sapiens 12pl3 BAC 

RPCI 11-43619" 

retrieved from 

HTTP :/AJWW.NCBI .NLM.NIH.GOV/, accession 

no. AC007436 

XP002184885 

the whole document 



DATABASE GENBANK [Online] 
NCBI25 June 1997 (1997-06-25) 
MAHHlJS G ET AL: "H. sapiens gene for 
alpha-2-macroglobulin, exon 1" 
retrieved from 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Database accession no. Z11711 

XP0O2184886 

the whole document 

-& MAHHUS G ET AL: "Structure of the 
human alpha-2 macroglobulin gene and its 
promoter." 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 

COMMUNICATIONS, 

vol. 184, no. 2, 

30 April 1992 (1992-04-30), pages 596-603, 
XP001038418 

page 597, paragraphs 3,6 



WO 99 11824 A (HYMAN BRADLEY T 
GEORGE W (US) ; TANZI RUDOLPH E 
11 March 1999 (1999-03-11) 
SEQ ID NOs 2-4 
abstract 

page 6, line 5 -page 7, line 13 
claim 6 



;REBECK 
(US)) 



./._ 



3-31 
1 



3-31 
3-8 



9-31 

3,4,6,8, 
31 



5,7,9-30 



Form PCT/lSA/210 (oominuaUon of second sheet) (Jldy 1992) 





IMK^NATtONAL SEARCH REPORT 


lnt^^}nal Application No 

PCT/EP 01/07537 


a(Comlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category • 


Citation of document, wttti indication, where apprDpriate. of the relevant passages 


l^levant to dalm No. 


X 
Y 


POLLER W ET AL: "Cloning of the human 
alpha-2 macroglobul in gene and detection 
of mutations in two functional domains: 
the bait region and the thiol site." 
HUMAN GENETICS, 

vol. 88, no. 3, January 1992 (1992-01), 
pages 313-319, XPO01038079 
page 314, right-hand column 




3-8 
9-31 


X 
Y 


nnw n .l ft AI • "^ilnha-? marroalohul in 

polymorph ism and Alzheimer disease risk in 
the UK" 

NATURE GENETICS, 

vol. 22, 1 May 1999 (1999-05-01), pages 
16-17, XP002184883 

LIIC VVIIUIC UUUUIIICMt 

vor all em: Seite 17, linke Spalte, 2. 
Absatz. 




3-5.8 
6,7,9-31 


Y 


WO 99 28498 A (OLEK ALEXANDER ;WALTER 
JOERN (DE); EPI6EN0MICS GMBH (DE); OLEK 
SVE) 10 June 1999 (1999-06-10) 
cited in the application 
the whole document 




9-31 


Y 


HF 1QQ Q'l 082 C fFPIGFNOMICS GMBH) 
18 May 2000 (2000-05-18) 
the whole document 




9-31 


Y 


US 5 744 305 A (FODOR STEPHEN P A ET AL) 
28 AdHI 1998 f 1998-04-281 

cited in the application 
column 6, line 54 

claims 1,8,15,20,26 

figure 14 




9,11-15 


A 


WO 99 29898 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT 
;BERLIN KURT (DE); GUT IVO GLYNNE (OE); 
LE) 17 June 1999 (1999-06-17) 
page 10, line 19 -page 15, line 21 




24-27 


A 


6RIGG G AND CLARK S: "Sequencing 
5-methylcytosine residues in genomic DNA" 
BIOESSAYS, CAMBRIDGE, GB, 
vol. 16, no. 6, June 1994 (1994-06), pages 
431-436, XPO02106411 
ISSN: 0265-9247 
cited in the application 
the whole document 




1-31 



Form PCT/ISA/210 (continualion o) second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Mematioiial application No. 

PCT/EPOl/07537 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 

This international searchreporthas not beenestablished inrespect of certainclaims under Article 1 7(2)(a) for the foUowingieasons : 

1. j I ClaimsNos.: 

— because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
1. Claims: 30 and 31 

See Supplemental Sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 

2. ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the interoational application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be canied out, specifically: 



3. I I ClaimsNos.: 

' — because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6. 4(a). 



Box n Observations where unity of InTention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Intemational Searching Authority found multiple in-ventions in this mtemational application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this intemational search report covers all 

searchable claims. 

2. I I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this interoational search report 
— covers onfy those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; itis covered by claims Nos.: 

4. 1,3-31 (partly) 



Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

[ [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/lSA/210 (continuation of first sheet (1)) (My 1992) 



Intematioiial application No. 

PCT/EPOI/07537 



ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



1. Claims: 1,3-31 (partly) 

Invention 1 : 

A nucleic acid comprising an at least 18 base long sequence segment of a 
chemically pre-treated DNA of a gene associated with the immune system 
according to Seq. ID 1 or 2; oligonucleotide with a sequence of at least 9 
nucleotides which are identical to or hybridize with said sequence; a set of said 
oligonucleotide; the utilization of said oligonucleotide set for detecting SNPs or 
the methylation state of cytosines in said nucleic acid; an array or set of said 
oligonucleotides coupled to a solid phase; a method for the production of said 
array; a method for the diagnosis and/or therapy of diseases or disease 
predispositions using said oligonucleotide by determining cytosine metiiylation; a 
kit containing said oligonucleotide and bisulphite and the utilization of said 
nucleic acid, oligonucleotide, set of oligonucleotides, array or kit in the diagnosis 
or therapy of diseases associated with the immune system. 

2. Claims: 1,3-31 (partly) 

Invention 2: 

A nucleic acid comprising an at least 18 base long sequence segment of a 
chemically pre-treated DNA of a gene associated with the immune system 
according to Seq. ID 3 or 4: oligonucleotides v^th a sequence of at least 9 
nucleotides which are identical to or hybridize with said sequence; a set of said 
oligonucleotide; the utilization of said oligonucleotide set for detecting SNPs or 
the methylation state of cytosines in said nucleic acid; an array or set of said 
oligonucleotides coupled to a solid phase; a method for the production of said 
array; a method for the diagnosis and/or therapy of diseases or disease 
predispositions using said oligonucleotide by deteraiining cytosine methylation; a 
kit containing said oligonucleotide and bisulphite and the utilization of said 
nucleic acid, oligonucleotide, set of oligonucleotides, array or kit in the diagnosis 
or therapy of diseases associated with the inmiune system. 
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9-31 
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NATURE GENETICS, 

Bd. 22, 1. Mai 1999 (1999-05-01), Seiten 
W-17, XP002184883 
das ganze Dokument 

vor allem: Seite 17, linke Spalte, 2. 
Absatz. 
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WO 99 28498 A (OLEK ALEXANDER ;WALTER 
JOERN (DE); EPIGENONICS GMBH (DE); OLEK 
SVE) 10. Juni 1999 (1999-06-10) 
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das ganze Dokument 




9-31 
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DE 199 05 082 C (EPIGENONICS GMBH) 
18. Mai 2000 (2000-05-18) 
das ganze Dokument 




9-31 


Y 


US 5 744 305 A (FODOR STEPHEN PA ET AL) 
28. April 1998 (1998-04-28) 
in der Anmeldung erwahnt 
Spalte 6, Zeile 54 

Anspruche 1,8,15,20,26 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich a!s nicht recherchierbar erwiesen haben <Fortsetzung von Punkt 2 auf Blat 



Gemao Artikel 17{2)a) wurde aus folgenden GrOnden fOr bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstellt: 



1. U] AnsprOche Nr. 3Q und 31 

well sie sich auf Gegens^Lnde beziehen, z 



well sie sich auf Gegens^Lnde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nk:ht verpftichtet ist, nSmlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2. Q AnsprOche Nr. 

well sie sich auf Telle der Intemationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dal3 eine sinnvolte intemattonale Recherche nIcht durchgefuhrt werden kann, n^lich 



3. I I AnsprOche Nr. 

well es sich dabei um abhdnglge AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaOt sind. 



Fetd II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkert der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 aul Blatt 1) 
Die intemationate Recherchenbehdrde hat festgestellt. daB diese intemationate Anmeldung mehrere Erfindungen enthdlt: 



1 . I I Da der Anmelder a!le erforderllchen zusdtzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

2 I I Da fOr alle recherchtert)aren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
I — I zusdtzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hStte, hat die Beh6rde nicht zur Zahtung einer sotchen GebOhr au^efordert 



3. I I Da der Anmelder nur einige der erfordertichen zusdtzlichen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — ' intemationale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fur die GebOhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. lyj Der Anmelder hat die erforderllchen zusAtzlichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intematkxiale Recher- 
chenbericht beschrdnkt sich daher auf die In den AnsprOchen zuerst enwdhnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 
fafit: 

1, 3-31 (teilweise) 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Die zusfitzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerspmch gezahlt. 

* im ^^^^ zusfilzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspmch. 



lntemationalBsAktenzeichenPCT£P 01 j07537 



WEriERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



1. Anspriiche: 1, 3-31 (tetlweise) 
Erfindung 1: 

Eine Nuklelnsaure, umfassend einen mindestens 18 Basen 
langen Sequenzabschnitt, der chemisch vorbehandelten DNA 
eines, mit dem Immunsysteni assozilerten Gens gemass der Seq. 
ID 1 Oder 2; Oligonukleotlde mit einer Sequenz von zumlndest 
9 Nukleotiden, die identlsch mit besagter Sequenz sind Oder 
mit dieser hybrldlsieren; ein Satz besagter Oligonukleotlde; 
die Verwendung des besagten Oligonukleotidsatzes zur 
Detektion von SNPs oder des Methyl ierungszustandes von 
Cytosinen in besagter Nukleinsaure; ein Array oder Satz 
besagter Oligonukleotide, gekoppelt an eine Festphase; ein 
Verfahren zur Her stel lung besagten Arrays; ein Verfahren zur 
Diagnose und/oder Therapie von Krankheiten oder 
Krankheitspradispositionen unter Verwendung besagter 
Oligonukleotide unter Bestimmung der Cytos in-Met hylierung; 
ein Kit, der besagte Oligonukleotlde und Bisulfit enthalt; 
und die Verwendung besagter/m Nukleinsaure, Oligonukleotide, 
Satz von Oligonukleotiden, Array oder Kit zur Diagnose oder 
Therapie von Erkrankungen, die mit dem Immunsystem im 
Zusammenhang stehen. 



2. AnsprQche: 1, 3-31 (teilweise) 
Erfindung 2: 

Eine Nukleinsaure, umfassend einen mindestens 18 Basen 
langen Sequenzabschnitt, der chemisch vorbehandelten DNA 
eines, mit dem Immunsystem assoziierten Gens gemass der Seq. 
ID 3 Oder 4; Oligonukleotide mit einer Sequenz von zumindest 
9 Nukleotiden, die identlsch mit besagter Sequenz sind oder 
mit dieser hybridisieren; ein Satz besagter Oligonukleotide; 
die Verwendung des besagten Oligonukleotidsatzes zur 
Detektion von SNPs oder des Methyl ierungszustandes von 
Cytosinen in besagter Nukleinsaure; ein Array oder Satz 
besagter Oligonukleotlde, gekoppelt an eine Festphase; ein 
Verfahren zur Herstellung besagten Arrays; ein Verfahren zur 
Diagnose und/oder Therapie von Krankheiten oder 
Krankheitspradispositionen unter Verwendung besagter 
Oligonukleotide unter Bestimmung der Cytos in-Methylierung; 
ein Kit, der besagte Oligonukleotide und Bisulfit enthalt; 
und die Verwendung besagter/m Nukleinsaure, Oligonukleotide, 
Satz von Oligonukleotiden, Array oder Kit zur Diagnose oder 
Therapie von Erkrankungen, die mit dem Immunsystem im 
> Zusammenhang stehen. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld I.l 

Obwohl der Anspruch 30 sich auf ein Dlagnostizierverfahren, das am 
menschlichen/tlerischen Korper vorgenommen wird, bezl^hen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusammensetzung. 

Obwohl der Anspruch 31 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefuhrt 
und grundete sich auf die angefuhrten Wirkungen der 
Verbindung/Zusammensetzung. 



Fortsetzung von Feld I.l 
Anspruche Nr.: 30 und 31 



Regel 39. 1(1 v) PCT - Verfahren zur therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Korpers 

Regel 39. 1(1 v) PCT - Dlagnostizierverfahren, die am menschlichen oder 
tierischen Korper vorgenommen werden 
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